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論文内容の要旨
(目的)
EndoA はマウスタイプE サイトケラチンであり，タイプ I サイトケラチンの EndoB と重合して，単層上皮組織で
中間径フィラメン卜を形成する。又マウス初期発生の過程では EndoA と EndoB をコードする遺伝子は 8 細胞期頃
から発現が始まり，匹盤胞期になると匹の内側に位置する内部細胞塊では発現せず，外側の栄養外腔葉で強く発現す
るといった組織特異的な発現様式を示す。このような遺伝子の発現調節機構を解析することはマウス初期怪発生にお
ける初期分化を分子生物学的に解明することに通じる O 本研究では EndoA 遺伝子の単離，遺伝子全塩基配列の決定，
遺伝子発現に重要な配列や CpG に富んだ領域の同定，さらに，この CpG に富んだ領域のメチル化と発現調節との関
連について検討を行った。
(方法並びに結果)
1. EndoA 遺伝子の構造
EndoA の完全長 cDNA と第 3 イントロンに存在する B2 反復配列をプロープとしてマウスゲノムライブラリーを
スクリーニングし， EndoA ゲノムをクローニングした。単離された遺伝子 DNA は 10 ， 247 塩基対で 9 個のエクソン
から成り 5 '側の 962bp と 3' 側の 1 ， 778bp のフランキング領域を持っていた。開始コドンの ATG から 5 '上流
104 塩基に TATA ボックスが存在し遺伝子の 3' 下流側には AATAAA のポリ A 付加シグナルが認められた。 9 個
のエクソンに分断する 8 個のイン卜ロンはすべて翻訳領域に存在し そのうち 7 個は α ヘリックスを形成すること
の予想される部分に位置していた。又，エクソンの数，イントロンの場所そして，エクソンとイン卜ロンの長さは，どれ
も他のタイプE サイトケラチン遺伝子とほとんど同じであった。このように，タイプH サイトケラチンは，タンパク質
構造ばかりでなく遺伝子の構造も非常によく似ていることから 1 個の祖先遺伝子から由来していることが示唆される。
2. 転写調節領域
次に，組織特異的転写調節に重要と思われる既知の配列について検討した。その結果， EndoA 遺伝子と同じくテラ
トカルシノーマ細胞の分化に伴って発現するポリオーマウイルスのエンハンサー α(PEA) モチーフである PEA 1 
(AP-1) と PEA3 が遺伝子の 5 '上流と 3' 下流，第 1 と第 3 イントロンに存在していた。特に遺伝子の約 1 kb 
下流には PEA3 モチーフの 6 回の繰り返しが存在していた。この領域は EndoA 遺伝子の組織特異的な転写を調節す
るエンハンサーとして機能していることも明らかにした。
EndoA と EndoB はほとんどの場合，同じ細胞型で発現している。マウス EndoA とヒト CK8 は異種ホモローグ
あるため，同じ細胞で発現しているO 従ってこれらの遺伝子は何らかの共通な機構によって発現調節されていると考
えられるO そこで，その可能性を検討するために 3 つの遺伝子間で相向性を調べた。
EndoA 遺伝子と CK8 遺伝子のエクソンを除いた領域の塩基配列を比較すると， 5' 領域 TATA ボックス付近の
約200bp，第 1 イントロン中の約50bpで、相向性の高い領域が見つかった。又 ， EndoA と EndoB について比較すると，
CK8 とも相向性を示す TATA ボックス配列付近のやや上流と，転写開始点やや下流に相向性を持つ領域が見つかっ
た。それ以外の領域はほとんど相向性がないことから，ここで見つかった相向性の高い領域と，発現の相同性との相
関について興味が持たれる。
3. CpG 領域のメチル化
EndoA 遺伝子の第 1 エクソン周辺には CpG の 2 塩基配列が高い頻度で存在していた。遺伝子内上流域に存在する
高頻度 CpG 領域がメチル化されていると，その遺伝子の転写は抑えられるという報告がある。そこでこの CpG に富
んだ領域のメチル化状態を数種類の細胞で調べた。酵素認識配列が CCGG であり，メチル化に感受性のある制限酵
素 HpaII と非感受性の Msp 1 を用いてゲノム DNA を消化し，サザンプロット解析を行い，各々で検出されるバンド
のパターンを比較した。ゲノム DNA は EndoA を発現していない細胞である， F9 と 3T 3 ，そして発現している細
胞であるPYS -2 とレチノイン酸で処理したF9 (F 9 RA) からそれぞれ精製した。ハイブリダイゼーションのプ
ロープには EndoA 遺伝子 DNA を 4 つに分断した各断片を用いた。その結果， EndoA 遺伝子の第 1 エクソン周辺に
存在する CpG に富んだ領域は EndoA を発現していない 3T3 細胞で強くメチル化されているが ， EndoA を発現し
ている細胞 (PYS -2 , F 9 RA) あるいは，発現することのできる細胞 (F 9) ではほとんどメチル化されていな
かった。又，遺伝子の他の領域についてはどの細胞も同程度にメチル化されていた。さらにマウスの各臓器から精製
した DNA を用いて同様のサザンプロットを行ってみたが，この CpG に富んだ領域のメチル化はほとんど検出でき
なかった。今回の研究から ， EndoA 遺伝子の 5' 側に位置する CpG に富んだ領域は 3T3 細胞でのみ強くメチル化
されており，遺伝子発現の抑制機構にメチル化が関与することが示された。
(総括)
1 )遺伝子を単離して塩基配列を決定したところ，マウス EndoA 遺伝子の構造は， 9 つのエクソンに分断されてい
た。そのイントロンの位置を他のタイプ E ケラチンと比較すると保存性が高く， 1 つの祖先型から多岐にわたって進
化してきたと考えらる O サイトケラチン遺伝子の進化を検討する上で興味深い。
2) EndoA 遺伝子の 3' 下流にポリオーマウイルスのエンハンサーコア様の配列が 6 回繰り返し存在していた。解
析の結果，この領域が EndoA のエンハンサーとして機能していることが認められた。今後，この領域に作用して転
写の調節を行っているような因子の解析への糸口となった。
3) EndoA 遺伝子の 5 '側に位置する CpG に富んだ領域は EndoA を発現していない繊維芽細胞でメチル化されて
おり，培養細胞系では遺伝子の発現抑制にメチル化が関与する可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
サイトケラチン EndoA はマウス初期怪発生期において 8 細胞期頃から発現が始まり，腔盤胞期になると栄養外匪
葉で強く発現する。このような発現様式から EndoA はマウス初期怪発生における分化マーカーとしで注目されているO
本研究において ， EndoA 遺伝子を単離して塩基配列を決定したところ， 9 つのエクソンによって構成されている
ことが明らかになった。また EndoA 遺伝子の 3 '下流にポリオーマウイルスのエンハンサーコア様の配列が 6 回
繰り返し存在し，この領域が EndoA のエンハンサーとして機能していることを認めた。さらに ， EndoA 遺伝子の 5' 
側に位置する CpG に富んだ領域は EndoA を発現していない繊維芽細胞でメチル化されており，培養細胞系では遺伝
子の発現抑制にメチル化が関与する可能性が示唆された。
以上，マウスサイトケラチン EndoA 遺伝子の構造決定と遺伝子発現調節機構の解析はマウス初期医発生における
初期分化を分子生物学的に解明するうえで重要であり，本研究は学位論文に値すると考えられるO
。。
